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(57) Abstract 

Kit for the detection of a nucleotide sequence 
of interest comprising at least one nucleotide probe 
marked with a tracer. The kit contains, in suitable 
containers, a reagent essentially comprising a linear 
backbone copolymer having lateral substituents, whose 
chain consists of a first type of repetitive unit and at 
least one other type of repetitive unit, in which at least 
one part of the units of the first type have a lateral 
substituent comprising a nucleotide unit, such a lateral 
substituent not being present on the other types of 
units. Each of said nucleotide units, all of which are 
identical, comprise at least one nucleotide sequence 
capable of hybridizing with said sequence of interest 
and nucleotide sequence capable of hybridizing with 
said probe, the reagent containing on average more man 
two of said nucleotide units, in molar equivalents, per 
mole of polymer. Such a reagent enables signal amplification to be obtained, and therefore lowers the sensitivity threshold. Application, in 
particular, in the production of tests for the detection of pathogenic organisms, or in the diagnosis of genetic diseases. 




(5") Abreg* 1 

Necessaire pour la detection d'une sequence nucleotidique d*inte*r£t, comprenant au moins une sonde nucleotide que marquee avec 
un trace ur. II contienL, dans des conteneurs appropries, un reactif comprenant essentieUement un copolymere a squelette line" aire portant 
des substituants lateraux, dont la chaine est constitute par un premier type de motifs repe'titirs et par au moins un autre type de motifs 
repetitifs, dans lequel au moins une partie des motifs du premier type portent un substituant lateral comprenant une unite* nucleoudique, un 
tel substituant lateral e"tant absent sur les autres types de motifs, chacune desdites unites nucleotidiques, toutes identiques, comprenant, au 
moins, une sequence nucleotidique capable d' hybridation avec ladite sequence d'inter€t et une sequence nucleotidique capable d'bybridation 
avec ladite sonde, ledit reactif contenant en moyenne plus de deux desdites unites nucleotidiques, en equivalents molaires, par mole de 
polymere. Un tel reactif permet d'obtenir une amplification du signal, et done d'abaisser le seuil de sensibility. Application notamment 
dans la realisation de tests de detection d'organismes pathogenes, ou de diagnostic de maladies ge*n£tiques. 
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p^rH-i-F f*t proc^d§ pour la de tection d'une sequence 
nucltotidicrue avfec amplification de signal. 

La pr6sente invention a pour objet un rdactif et proc£d6 pour la detection d'une 
sequence nucieotidique dans un echantillon. 

n est souvent necessaire, dans les technologies relatives aux acides nucleiques et au 
materiel gdn6tique, de determiner si un gene, une partie de g&ne ou une sequence nucieotidique 
est presente chez un organisme vivant, un extrait cellulaire de cet organisme ou un echantillon 
biologique. Puisque n'importe qugLgene ou partie de g&ne est, en theorie, une sequence 
sp^cifique de bases nucl6otidiques fonnant tout ou partie d'une molecule nucieotidique, il est 
possible de rechercher directement la presence dune sequence nucieotidique sp6cifique au sein 
d'un echantillon. 

Uint6ret de la recherche de sequences nuc!6otidiques sp6cifiques est immense pour 
la d6tection d'organismes pathogfcnes, la determination de la presence d'all&les, la detection de la 
presence de lesions dans un genome hote et la detection de la presence d'un ARNm particulier ou 
de la modification d'un hote cellulaire, pour donner quelques exemples illustratifs. Les maladies 
genetiques telles que la maladie de Huntington, la myopathie de Duchenne, la phenylcetonurie et 
la beta-thalassemie peuvent etre diagnostiquees par le biais de Tanalyse de l'ADN des individus. 
De plus, le diagnostic ou 1'identification des virus, viroides, bacteries, champignons, parasites 
peut etre realise par des experiences d'hybridation avec des sondes nucleiques. 

Differems types de methodes de detection des acides nucleiques sont decrits dans la 
litterature. Ces -methodes reposent sur les proprietes d'appariement purine-pyriinidine des brins 
compiementaires decides nucleiques dans les duplex ADN-ADN, ADN-ARN et ARN-ARN. Ce 
processus d'appariement s'effectue par l'etablissement de liaisons hydrogene entre les bases 
adenosine-thymine (A-T) et guanosine-cytosine (G-C) de l'ADN double brin. Des paires de 
bases adenosine-uracile (A-U) peuvent egalement se former par liaisons hydrogene dans les 
duplex ADN-ARN ou ARN-ARN. L'appariement de brins decides nucleiques pour la 
determination de la presence ou de l'absence d'une molecule d'acide nucieique donnee est 
communement appel6e par "hybridation d'acides nucleiques" ou simplement "hybridation". 

Sur la base des proprietes des acides nucleiques, des techniques ont ete developpees 

v permettant de mettre en evidence et de quantifier, dans un echantillon k analyser, un acide 

nucieique appeie cible. Ces techniques peuvent etre divisees en deux grands groupes : les 

• techniques dites de detection directe telles que celles developpees par SOUTHERN. E. M. (J. 

MoL Biol., 98, 503, (1975)) et la technique dite "Dot-blot" (MANIATIS et al., Molecular 
Cloning, Cold Spring Harbor, (1982)) pour la detection d'ADN ou la technique NORTHERN 
pour la detection d'ARN et les techniques dites indirectes telles que la technique sandwich ou 
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"Reverse Dot" (voir par excmple DUNN A.R. et HASSEL J.A, Cell, 12, 23 (1977)) ; RANK! M. 
et al., Gene, 21, 77 (1983) ; PALVA A. et al., FEMS Microbiol. Lett 23, 83 (1984) ; POLSKY- 
CYNKI R. et al., Clin. Chem., 31, 1438 (1985) ; Saiki R.K. et al, Proc. NatL Acad. Sci.USA, vol 
86, 6230-6234 (1989)). 

Une des principales difficultds rencontrees lore de la mise au point d'un test pour 
detecter une sequence nucleotidique cible dim6ret est le seuil de sensibilite des methodes 
d'hybridation. En consequence, diverses m&hodes ont etc decrites afin d'accroitre la puissance 
de detection de ces techniques d'hybridation. Ces methodes dites "d'amplification'' peuvent 
intervenir a differents stades dun precede de detection par sondes nucldiques. Ces stades 
peuvent etre classes en deux categories : l'amplification de cible ou de signal. Les articles de 
Lewis (1992. Genetic Engineering News, 12, 1-9) dune part, et d'Abramson et Myers (1993. 
Cuir. Opin. Biotechnol., 4, 41-47), dautre pan, constituent de bonnes revues generales de 
l'amplification de cible. 

L'inconvenient majeur de ces techniques reside dans la difficultd a quantifier la cible 
nucleique dinteret apres l'etape d'amplification. 

D'autres approches concernant l'amplification de signal ont 6x6 decrites. 

Palva A.M. et al. dans le brevet US 4 731 325 et Urdea M.S. et al. dans le brevet 
EP 0 225 807. multiplient les sondes de detection pouvant s'hybrider sur la cible. Dans beaucoup 
de cas (ndcessiu* de differencier des especes proches en bacteriologie ou mise en evidence de 
maladies gen6tiques), il n'est pas possible dutiliser cette technique car une seule sequence 
specifique sur la cible est utilisable pour hybrider une sonde de detection. 

Un cenain nombre de techniques decrites consiste a augmenter le nombre des 
traceurs, c'est a,dire de molecules capables de g6nerer un signal, directement ou indirectement, 
sur la sonde de detection. Le traceur peut notamment etre une biotine, un fluorophore, une 
enzyme ou un groupement radioactif. La sonde de detection est greffee a un polymere, qui peut 
etre de nature nucleotidique, sur lequel sont fixes, le plus souvent par covalence, un nombre de 
traceurs superieur a deux (voir Ward D.C. et al. US 4 687732, Bahl C. et al. EP 0 373 956, 
Ylikoski J. et al. WO 88/02784, Kwiatkowski M. et al. WO 90/00622, Segev D. et al' 
EP 0 292 128, Haralambidis J. et al. WO 89/03849, Rabbani E. et al. EP 0 173 339). 

L'un des inconv6nients de ces techniques reside dans la necessit6 de realiser 
un couplage controle entre la sonde et le nombre de traceurs. Ce double couplage n'est pas ais6 a 
maitriser pour avoir un maximum de traceurs pour une sonde de d6tection. Des systemes ou le 
traceur est incorponS de maniere controlee, par exemple au cours de la synthese automatique 
doligodesoxyribonucl6otides, ont 6t6 decrits (Pieles U. et al., Nucleic Acids Research, 18, 4355- 
4360 (1990) ou Misiura K. et al., Nucleic Acids Research, 18, 4345-4354 (1990)). Mais dans ce 
cas, le nombre de traceurs incorpores est faible du fait des limitations de la synthese sur support 
solide. De plus, lorsque le nombre de traceurs augmente, la sonde de detection est facilement 
masquee par les traceurs et le rendement d'hybridation avec la cible chute. 
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Ces memes inconvdnients se retrouvem dans le systfeme ddcrit par Schneider R.J. et 
al. dans le brevet US 4 882 269. Une sonde dite primaire de nature nucldotidique comportant une 
queue de type polymfere quelconque s'hybride sur la cible. Cette queue peut porter un traceur 
rdvdlable par une sonde secondaire adaptde. Dans le cas ou la queue est de nature nucldotidique, 
la sonde secondaire est de nature nucldotidique et peut s'hybrider avec la queue. Pour que le 
systdme fonctionne, il faut une queue nucldotidique de grande taille de sdquence diffdrente de la 
sonde primaire et il faut multiplier les sondes secondaires marquees. Ceci est idalisd en pratique 
par des techniques de biologie moldculaire oh la sonde primaire est clonde dans un phage tel que 
Ml 3 et les sondes secondaiies sont compldmentaires de diffdrentes sdquences du phage. 

Un autre systdme proche est ddcrit par Chiswell D.J. dans le brevet EP 0 153 873. 
Chiswell prdsente un essai oft une partie d'une sonde nucl6ique dite primaire s'hybride avec la 
cible. Cette sonde primaire comprend une deuxidme partie sur laquelle peut s'hybrider une 
deuxieme sonde multimarqude dite secondaire. Dans la realisation pratique, ces sondes primaires 
sont fabriqudes par des techniques de biologie moldculaire comme le clonage (par exemple 
clonage d'une sdquence spdcifique de la cible dans un fragment M13) qui sont peu adaptdes k des 
processus de fabrication k grande dchelle. 

Collins MJL. (EP 0 204 510) ddcrit un procddd dans lequel la cible nucldique est 
mise en contact avec une premifere sonde appelde sonde rdceptrice, une deuxieme sonde appelde 
sonde amplificatrice et une troisidme sonde, appelde sonde marquee, capable de s'hybrider avec 
la deuxidme sonde amplificatrice. La sonde rdceptrice qui s'hybride avec la cible possede une 
queue nucldotidique homopolymdrique (par exemple polyA). La sonde amplificatrice contient 
une sequence compldmentaire de la queue (par exemple polyT). La sonde de marquage contient 
une sdquence nucldotidique capable de s'hybrider avec la sonde amplificatrice (par exemple 
polyA marquee). Cette combinaison de sondes constitue un empilement conduisant h une 
amplification de signal. 

Un autre type d'empilement est dgalement decrit par Segev D. dans le brevet 
EP 0 450 594. 

Dans ces deux cas, les empilements qui se produisent dans le milieu d'hybridation ne 
sont pas controlds et conduisent a une mauvaise reproductibilite et done h des problfcmes de 
quantification. De plus la multiplication d'dtapes successives d'hybridation gdnfcre des pertes qui 
entrainent un gain mddiocre en amplification de signal. 

On a maintenant trouvd un rdactif pour la ddtection, y compris la ddtection 
quantitative (dosage) d'une sdquence nucldotidique d'intdret dans un dchantillon susceptible de la 
contenir eliminant les inconvdnients prdcitds et permettant de concroler efficacement et 
quantitativement 1'amplification du signal. 

L'invention a pour objet un ndcessaire pour la ddtection d'une sdquence d'une 
sdquence nucldotidique d'intdret, avec amplification de signal, comprenant au moins une sonde 
nucldotidique marquee avec un traceur, caractdrisd par le fait qu'il contient, dans des conteneurs 
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appropries, un reactif comprenant essentiellement un copolymfere k squelette lin6aire ponant des 
substituants lateraux, dont la chaine est constituee par un premier type de motifs r€p£titifs et par 
au moins un autre type de motifs itfpetitifs, dans lequel au moins une partie des motifs du 
premier type portent un substituant lateral comprenant une unite nucieotidique, un tel substituam 
lateral dtant absent sur les autres types de motifs, chacune desdites unites nucieotidiques, toutes 
identiques, comprenant, au moins, une sequence nucieotidique capable d'hybridation avec ladite 
sequence d'interet et une sequence nucl6otidique capable d'hybridation avec ladite sonde, 

ledit reactif contenant en moyenne plus de deux desdites unites nucieotidiques, en 
equivalents molaiies, par mole de polymfere. 

La sequence d'interet est notamment une sequence nucieotidique simple brin, 
eventueilement obtenue par ddnaturation prealable dun hybride (ADN-ADN, ADN-ARN ou 
ARN-ARN) selon les techniques classiques (physiques, chimiques ou enzymatiques). Le 
systfeme damplificarion de signal de l'invention peut fegalement servir k la detection d'une 
sequence double brin, en operant selon la technique de la triple heiice h laquelle il peut 
s'appliquer. 

Le copolym&re du reactif de l'invention a un squelette 
lin<§aire essentiellement carbon^. JUitrement dit, la chaine polym&re est 
formee essentiellement d'une suite de liaisons covalentes cartone-carbone. 
les unites nucleotidiques sont prSsentes sous forme de substituants lat&raux 
lies au squelette polymfere, directonent ou indirect ement, par des liaisons 
covalentes. Le squelette polymfere peut porter eventueilement d' autres 
substituants latSraux presents sur un monomfere de depart, y ccatpris des 
substituants , lat£raux susceptibles d'etre impliqu^s dans la liaison avec 
1 'unite nucl§otidique mais n'ayant pas r£agi avec le prScurseur de celle-ci. 
Le copolymfere est en particulier un bipolymfere, 

Les motifs du copolymfere qui ne sont pas impliquds dans l'etablissement d'une 
liaison avec Tunite nucieotidique servent notamment k espacer, dans le copolymfere, les motifs 
portant les unites nucieotidiques, et peuvent aussi servir h moduler, de fagon connue, les 
proprtetes du copolymfere, par exemple les propri6t6s de solubilite. 

Selon un premier mode de realisation, le reactif utilise selon l'invention est 
caractferisd par le fait que, dans une meme unite nucleotidique, lesdites sequences capables 
d'hybridation sont distinctes et non chevauchantes, et que ladite sequence nucleotidique capable 
d'hybridation avec la sonde est alors une sequence choisie arbitrairement. 

Dans un systfeme utilisant un tel reactif, la sonde marquee peut etre utilisee comme 
sonde de detection universelle. En outre, un tel systfeme convient plus particuliferement bien pour 
effectuer la detection en une seule etape, notamment sans lavage(s) intermediaire(s). 

Dans un autre mode de realisation, le reactif utilise selon l'invention est caracterise 
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par le fait que dans une meme unitd nuclfetidique, Tune desdites sequences capables 
d'hybridation est incluse dans l'autre. Autiement dit, Tune desdites sequences est constitu6e par 
pne partie de l'autre sdquence, ou bien, k la limite, les deux sequences sont confondues (elles 
sont idenuques) et, en fait, n'en font qu'une, dans l'unitg nucldotidique. Dans ce mode de 
realisation, la sonde marqu6e doit 6videmment 6tre adapt6e k la cible (sequence d'intdret) : ou 
bien la sonde est identique 4 la sdquence d'intdret, ou bien la sonde doit au moins etre capable de 
s'hybrider avec la sdquence compl6mentaire de la sequence d'int&et. 

Generalement, une molecule du reactif utilise selon 
1' invention contient en moyenne de 3 & 100 et en particulier, de 5 h 50 
unites nucl^otidiques telles que definies ci-dessus. 

Le nSactif utilise* selon 1'invention peut etre consid&6 (ind6pendamment de son 
proc6d6 rdel d'obtention) comme un conjugud dans lequel les unites nucleotidiques sont couplfcs 
k un copolymfcre de base. Pour cette raison, on ddsigne parfois ce reactif, dans ce qui suit, 
comme un "conjugu6 de detection". 

Le copolymere qui est k la base du nSactif selon 1'invention n'est pas necessairement 
soluble dans les milieux aqueux (toujours utilises en pratique dans les techniques de detection de 
cibles nucldiques), mais le conjugu6 de ddtecrion doit l'etre. 

Ce copolymere est de pn$f6rence un copolymere ayant une masse molaire comprise 
entre 5000 et 400000, par exemple entre 10000 et 150000. 

Ibs unites nucleotidiques presentes dans le reactif 
d'anplification de 1 'invention sont generalement des oligonucleotides ayant 
une longueur de 5 a 100 nucleotides et de preference de 10 & 40. En general, 
le reacti f de 1 'invention contient, en Equivalents nolaires, de 3 & 100 
unites nucleotidiques par nole de copolymere, de preference de 5 a 50, par 
exemple de 10 & 30. 

Selon des modes de realisation particuliers de 1 'invention, 
pris isoiement ou eventuellement en ccmbinaison : 

- le copolymere est un bipolymere ; 

- ledit copolymere a un squelette lineaire essentiellement 
cazbone ; 

- lesdits motifs repetitif s proviennent de la copolymerisation 
d'un prsnier monomere insature avec au moins un autre 
monomere insature ; 

" ledit premier monomere insature porte une f onction reactive 
capable de reagir (avec etablisseraent d'une liaison 
covalente), soit directement, soit par l'intermediaire d'un 
agent de couplage bif onctionnel , avec un precurseur de 
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ladite unite nucleotidique pour former ledit substituant 
lateral ; la fonction reactive peut etre protegee, de fagon 
connue, pendant la copolymerisation , puis deprotegee pour la 
reaction avec le precurseur ; 

- ladite fonction reactive est choisie parmi les fonctions 
amine, imide, aldehyde, epoxy, thiol, halogenoalkyle 

ou acide carboxylique, 1' acide carboxylique etant 

eventuellement active sous forme d'halogenure 

d' acide, sous forme d' anhydride ou sous forme d' ester. 

- ledit premier moncmere est un derive d' acide carboxylique 
insature ; notamment 1' acide acrylique, methacrylique ou 
maleique ; le derive est un anhydride, halogenure d' acide 
ou ester ; 

- ledit autre monomere est choisi parmi la N-vinyl 
pyrrolidone, le methylvinylether , 1' ethylene/ le 
propylene et le styrene. 

Le couplage d' unites nucleotidiques avec un ccpolymere peut 
etre ef f ectue selon les methodes elites directes ou indirectes qui sont bien 
connues. 

Par exemple, dans le cas d'une methode direct e, on synthetase 
un derive oligonucleotidique (precurseur de l'unit§ nucleotidique), ayant 
une fonction reactive a un endroit quelconque de la chaine nucleotidique, 
ccairoe par exemple a l'extxemite 5' ou a 1'extremite 3', ou sur une base 
nucleotidique ou sur un phosphate internucleotidique, ou encore sur la 
position 2' du sucre nucleotidique ♦ Le derive oligonucleotidique est ensuite 
couple a un copolymere prepare au prealable et ccmportant une fonction 
reactive ccaiplementaire de celle du derive oligonucleotidique, e'est-a-dire 
telle que la reaction des deux fonctions reactives entre i es permet 
l'etablissement d'une liaison covalente entre 1 'oligonucleotide et le 
copolymere. A titre d'exemples de couples de fonctions reactives, on peut 
coupler des amines primaires avec un acide carboxylique active (par exemple 
sous forme d' anhydride ou d' ester de N-hydroxy succinimide) ou un aldehyde, 
ou bien une fonction thiol avec un halogenoalkyle. 

Dans la mathode de couplage indirecte, le polynucldotide et le copolymere sont 
chacun porteurs d'une fonction reactive, ces fonctions reactives pouvant etre identiques ou 
diff&entes Tune de rautre, ces deux fonctions n'etant pas complgmentaires, mais etant capables 
de rgagir avec un agent intermddiaire de couplage qui est un rdactif bifonctionnel 
(homobifonctionnel si les deux fonctions sont identiques ou heterobifonctionnel si les deux 
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fonctions sont diff&entes). Panni les agents de couplage homobifoncnonnels, on peut citer le 
DITC (ph<5nylfene-l Adiisothiocyanate), le DSS (disuccinimidylsubSrate) ou analogues lorsque 
les deux fractions rdactives sont des fonctions amines primaires. Panni les agents de couplage 
hiterobifonctionnels, on peut citer le SMCC (succinimidyl-4-(N-mal6imidom6thyl)cyclohexane- 
1-carboxylate) lorsque les deux fonctions rdactives prcsentent chacune indtSpendamment de 
l'autre une fonction amine primaire et une fonction thiol, le SMPB (succinimidyl-4-(p-mal€imido 
phdnyl) butyrate) ou analogues. 

Apres le couplage de Toligonucleotide avec le copolymfcre, 1'exces eventuel de 
fonctions rdactives du copolymfcre est neutralise de fa9on connue en soi. Par exemple, les 
groupements aldehyde en exces peuvent etre neutralises par une amine primaire telle que 
rethanolamine, les groupements nialamide peuvent etre neutralises par un thiol (tel que la 
thioethanolamine ou le dithiothrditol), etc. 

On utilise en particulier des copolymers a base de 
N-vinylpyrrolidone (en abrege NVP) ou d' anhydride maieique. 

Le copolymere a base de NVP, de preference un bipolymeze, 
provient de la copolymerisation d'un nonomere de N-vinylpyrxolidone et d'un 
deuxieme monomere qui est un compose insature copolymerisable avec la NVP. 
le deuxieme monomere est notamment porteur d'une fonction reactive pour 
permettre 1 'etablissement d'un collage covalent entre les unites 
oligonucleotidiques et le copolymere. Par exemple, le deuxieme monomere peut 
porter une fonction reactive telle que aldehyde, epoxy, halogenoaUcyle, 
amine primaire, thiol, mal^unide ou ester (de preference une fonction ester 
de N-hyo^x^ccrLniinide) ou une fonction activable telle qu'une fonction 
carboxyle (activable notamment par formation d'un ester 
d'hydroxysucciniinide) ou telle qu'une fonction hydroxyle (activable 
notamment par le bromure de cyanog^ne). En particulier, les deux nonomeres 
sont la N-vinylpyrrolidone et le N-ac^laxysucciniinide (on obtient des 
oopolymeres appeies NVENAS). Le copolymere ccmprend notamment: de 25 a 70 %, 
en motifs, de motifs derives de la N-vinylpyrxolidone, les autres derivant 
de l'acide acrylique. 

1^ copolymere a base d' anhydride maieique, de preference un 
bipolymere, provient de la copolymerisation d'un monomere d' anhydride 
maieique et d'au moins un deuxieme monomere, notamment un monomere insature, 
copolymerisable avec 1 'anhydride maieique. Le deuxieme raonamere est 
approprie pour permettre un comportement efficace du conjugue 
oUgonucieotides-copolymere en solution, ce deuxieme monomere ne presentant 
pas de fonction susceptible de reagir avec une unite oligonucieotidique. Le 
couplage covalent entre 1' unite oligonucieotidique et le copolymere est 
effectue a l'aide de groupements anhydrides (provenant du monomere de 
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d£part), par reacti on d'un d£riv£ de 1 'oligonucleotide pr§curseur de ladite 
unite ol i g nm )cl6otixiique ou par 1'interrnSdiaire d'un agent de couplage. Le 
deuxi&ne rorcm&re peut §tre 1 ' 6thyl£ne , le styr^ne , le propylene , le 
rn§thylvinyl§ther. En particulier, les dens rnarxxiSres sont 1' anhydride 
mal6ique et le rn§t^lviny l§ther , et les ccpolymferes correspondants sont 
appel^s AMVE. Le capolym&re ccnprend notanraent de 35 h 65 %, en motifs, de 
motifs d£riv€s de 1 7 anhydride mal6ique, en particulier entre 45 et 55 %. 

Les copolymfcres anhydride maleique/m<5thylvinyl6ther (AMVE) et N- 
vinylpyrrolidone/N-acryloxysuccinimide (NVPNAS) sont en particulier des copolymferes 
lin6aires qui peuvent etre obtenus g^ndralement sous la forme de copolymferes de type altern6. 

Uinvention conceme 6galement l'utilisation d'un r6actif, constitu6 par le conjugu6 de 
detection tel que d6fini prec&lemment, comme reactif ^amplification de signal dans un proc6d6 
de detection d'une sequence nucldotidique d'intSret. 

La s6quence d'intdret est soit une sequence de la substance cible (celle que Ton veut 
detecter effectivement), soit une sequence liee h la substance cible, soit encore (dans des 
methodes de competition) une sequence ltee a un analogue de la substance-cible, competiteur de 
celle-ci. 

Uinvention concerne notamment un procedd de detection, avec amplification de 
signal, dune sequence nucteotidique tfinteret susceptible d'etre immobilis6e sur un support 
solide, dans lequel on utilise une sonde nuclfotidique de detection marquee avec un traceur, 
caract£ris6 par le fait que Ton ajoute h un milieu liquide en contact avec ledit support solide, dans 
des conditions permettant l'hybridation : 

- un rdactif tel que defini ci-dessus, 

- et la sonde de detection marqude, 

puis on revele selon les mdthodes usuelles la prdsence 6ventuelle du traceur 
immobilisd sur le support solide. 

Le proc6d6 de Tinvention est applicable notamment & la detection et/ou au dosage 
d'un fragment d'acide nucldique cible susceptible d'etre prdsent dans un echantillon. La sequence 
nucteotidique d'int<5r€t est une partie dtSterminee de la sequence nucteotidique de la cible, qui 
peut etre choisie, notamment, comme moyen de caractdrisation d'une espece, d'un genre, d'un 
allele ou analogues. La sequence nucldotidique d'intdret est fixde sur le support solide 
directement ou indirectement par l'mterrnddiaire d'un ligand. Le ligand peut notamment etre une 
sonde de capture choisie pour etre compl&nemaire d'une autre rdgion de la cible, selon la 
technique sandwich, qui est bien connue. Dans un autre mode de realisation de la technique 
sandwich, la sonde de capture est elle-meme greffee sur un copolymere pour etre fixee sur le 
support solide par adsorption passive, c'est h dire sans formation d'une liaison covalente entre le 
support et le copolymfcre portant la sonde de capture. Cette mdthode peut contribuer h rdduire le 
bruit de fond. Par de simples experiences de routine, il est possible de choisir le ou les 
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copolymfcres (identiques ou differents) pennettant une bonne fixation de la sonde de capture, par 
adsorption passive, sur le support, et une amplification de signal accompagneSe d'une reduction 
du bruit de fond, ce qui conduit k un gain en sensibilite. La sequence d'interet peut dgalement 
etre fixde directement sur le support solide par Fintermediaire de la cible selon la technique 
"Reverse Dot". 

Le procdde de Finvention est egalement applicable aux immunoessais et notamment 
k la detection d'haptenes, d'antigfcnes, de polypeptides ou d'anticorps dans des processus avec ou 
sans competition. Par exemple, la sequence d'interet peut etrc greffee, par liaison covalente de 
preference, k un ligand susceptible de reagir spdcifiquement avec une molecule cible. Dans les 
techniques de competition, la sequence d'interet peut etre greffee, de preference par covalence, k 
un ligand, ledit ligand etant susceptible d'entrer en competition avec la cible pour sa fixation k un 
anti-ligand specifique. Les techniques de couplage entre un ligand et la sequence d'interet 
dependent de la nature du ligand et sont bien connues. II est evidemment necessairc de choisir 
une methode de couplage qui n'alt&re pas la capacity du ligand k reconnaitre Fanti-ligand, ce qui 
peut etre facilement verifi6 par de simples experiences de routine. 

A titre illustratif, si la cible k doser est un antigfcne, la sequence d'interet est greffee 
sur un anticorps specifique de Fantigene. Cet anticorps apres faction avec Fantigene peut n£agir 
par Fintermediaire de la sequence d'interfct avec le nSactif oligonucieotides-copolymfcre de 
Finvention. Une sonde de detection complementaire d'au moins une partie de la sequence 
d'interet, greffee sur le copolymere, permet de i€veier Fantigfcne avec une bonne sensibilite. 

Si l'unite oligonucieotidique du reactif comprend une sequence specifique de la 
sequence d'interet et une sequence arbitrage, la sonde de detection sera complementaire de la 
sequence arbitrage. Une reduction du nombre d'etapes est possible en utilisant un tampon 
approprie permettant a la fois la reaction du ligand sur Fanti-ligand et Fhybridation des sequences 
nucieotidiques entre elles. Un essai en une etape est realisable, Fanticorps etant greffe k la 
sequence d'interet, le reactif de detection copolymere-oligonucieotides et la sonde de detection 
reagissam pendant la meme incubation. 

De meme, un deuxieme conjugue oligonucieotides-copolym^re est utilisable comme 
conjugue de capture dans un immunoessai selon la technique sandwich en combinaison avec le 
conjugue de detection, k condition que Fanti-ligand de capture soit couple avec une sequence 
nucieotidique complementaire, au moins en partie, de la sequence greffee sur le conjugue de 
capture. Une reduction du bruit de fond jointe k une augmentation de signal conduit, par un 
choix de conjugues appropries, k une augmentation de la sensibilite. 

Les copolymfcres utilises selon Finvention sont de preference des bipolymfcres. Us 
peuvent etre obtenus, de fagon connue en soi, par voie radicalaire, par voie ionique, par reaction 
de polycondensation ou par reaction de transfert de groupe. De preference, ce sont des 
copolymfcres obtenus par copolymerisation radicalaire de co-monomeres k insaturation 
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6thyl6nique dont Tun comporte une fonction inactive appropride pour le grcffage covalcnt des 
substituants lateraux nucl£otidiques. 

Le terme "support solide" tel qu'utilise ici inclut tous les mat&iaux sur lesquels peut 
etre immobilise un oligonucleotide pour une utilisation dans des tests diagnostiques, en 
chromatographic d'affinite et dans des processus de separation. Des materiaux naturels ou de 
synthase, modifies ou non chimiquement peuvent etre utilises comme suppon solide, notamment 
les polysaccharides tels que les materiaux a base de cellulose, par exemple du papier, des derives 
de cellulose tels que Facdtate de cellulose et la nitrocellulose, du dextran ; des polymeres tels que 
polychlorures de vinyle, polyethylfcnes, polystyrenes, polyacrylates, polyamides, ou copolymfcres 
a base de monomeres vinyl aromatiques, alkylcsters decides alpha-beta insatur6s, esters d'acides 
carboxyliques insatunSs, chlorure de vinylidene, difcnes ou composes presentant des fonctions 
nitrile (acrylonitrile) ; des polymeres de chlorure de vinyle et de propylene ; des polym&res de 
chlorure de vinyle et d'acetate de vinyle; des copolymeres a base de styrenes ou derives 
substituds du styrine; des fibres naturelles telles que le coton et des fibres synthetiques telles que 
le nylon ; des materiaux inorganiques tels que la silice, le verre, la cdramique, le quartz ; des 
latex c'est a dire une dispersion aqueuse colloYdale d'un polymere quelconque insoluble dans 
1'eau ; des particules magnetiques ; des ddrives metalliques. Le choix d'un matdriau de support, 
dans chaque cas particulier, peut etre effectud a partir de simples experiences de routine. 

De preference, le support solide utilise dans la prdsente invention est un polymfere de 
polystyrene, un copolymere butadifcne-styrfcne ou un copolymfere butadiene-styrene en melange 
avec un ou plusieurs polymferes ou copolymeres choisis parmi le polystyrene, les copolymeres 
styrfene-acrylonitrile ou styrfene-methylmethacrylate de methyle, les polypropylenes, les 
polycarbonates ou analogues. Le suppon solide utUise est notamment un polystyrene ou un 
copolymere a base de styrene comprenant entre environ 10 et 90 % en poids de motifs de 
styrene. 

Le support solide selon l'invention peut 6tre, sous les formes usuelles appropriees, 
par exemple, sous la forme d'une plaque de microtitration, d'une feuille, d'un cone, d'un tube, 
d'un puits, de billes, de particules ou analogues. 

Le terme "unite oligonucieotidique" tel qu'utilise dans la prdsente demande, ddsigne 
un enchainement d'au moins 5 desoxyribonucieotides ou ribonucleotides comprenant 
eventuellement au moins un nucleotide modifie, par exemple au moins un nucleotide comportam 
une base modifiee telle que l'inosine, la methyl-5-desoxycytidine, la dimethylamino-5- 
desoxyuridirie, la desoxyuridine, la diamino-2,6-purine, la bromo-5-desoxyuridine ou toute autre 
base modifiee peimettant 1'hybridation. Ce polynucleotide peut aussi etre modifie au niveau de la 
liaison internucieotidique comme par exemple les phosphorothioates, les H-phosphonates, les 
alkyl-phosphonates, au niveau du squelette comme par exemple les alpha-oligonucieotides 
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(FR 2 607 507) ou les PNA (M. Egholm et al., J. Am. Chem. Soc., (1992), 114, 1895-1897). Ces 
diverses modifications peuvent eventuellement Stre prises en combinaison. 

Les traceurs utilises pour marquer la sonde de detection sont choisis parxni les 
traceurs usuels. Ce sont par exemple : 

- des enzymes qui produisent un signal detectable par exemple par colorimdtrie, 
fluorescence, luminescence, comme la peroxydase de raifort, la phosphatase alcaline, la beta 
galactosidase, la glucose-6-phosphate d6shydrog£nase ; 

- des chromophobes comme les composes fluorescents, luminescents, colorants ; 

- des groupements k densit6 eiectronique d6tectable par microscopie eiectronique ou 
par leur propridtd eiectrique comme la conductivitd, Tamperorndtrie, la voltamdtrie, les mesures 
d'imp6dance ; 

- des groupements ddtectables par des m6thodes opaques (comme la diffraction, la 
resonance plasmon de surface, la variation dangle de contact) ou par des mdthodes physiques 
comme la spectroscopic de force atomique, l'effet tunnel ; 

- des molecules radioactives comme le 32 P, le 35 S ou le 125 I. 

Les mdthodes covalentes ou non covalentes pour attacher ces traceurs dependent des 
traceurs et sont bien connues par l'homme de Tart. 

Des systfcmes indirects peuvent aussi etre utilises, par exemple, ceux comprenant les 
haptfenes, detectables par un anticorps specifique, ou une proline comme le couple 
biotine/avidine ou streptavidine, ou encore un couple sucre/lectine. Dans ce cas e'est l'anticorps 
ou la proteine qui pone un traceur. 

Les hybrides acides nucleiques de type ADN/ADN, ARN/ARN, ADN/ARN, peuvent 
etre detectds par des anticorps antihybrides, ou par des proteines spdeifiques comme les 
polymerases phagiques. 

Si la sonde de detection est constitute de nucleotides modifies comme les 
nucleotides d'anom&ie alpha ou les PNA (P.E NIELSEN et al. Science, 254,1497-1500 (1991)), 
des anticorps anti-alphanucldotides ou anti-PNA peuvent etre utilises. 

Le terme "anticorps" ddsigne notamment les anticorps monoclonaux ou polyclonaux, 
les fragments d'anticorps et les anticorps obtenus par recombinaison gendtique. 

Le terme "haptene" ddsigne une molecule de taille insuffisante pour etre 
immunogfcne, mais qui par couplage avec une proteine, par exemple, permet par immunisation 
d'animaux 1'obtention d'anticorps reconnaissant iadite molecule. 

Par sequence homologue d'une autre sequence, on designe une sequence capable de 
s'hybrider avec une sequence strictement compiementaire de ladite autre sequence. 

On entend par fixation passive une fixation due & des forces autre que des forces de 
liaison covalente. 
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Dans les dessins annexes, oil les memes lettres ou chiffres de reference d6signem 
constamment le meme Pigment : 

La figure 1 decrit sch6matiquement le protocole sandwich direct selon les mdthodes 
conventionnelles pour detecter un acide nucleique. 

1 represente le support solide. 

2 represente la sonde de capture fixee sur le support solide par un moyen 
quelconque. 

3 represente la cible nucleique & detecter. 

D represente la sonde de detection et T le traceur. 

La figure 2 decrit un protocole sandwich avec utilisation d'un rdactif conjugue de 
detection de Tinvention pour amplifier le signal. 

1 represente le support solide. 

2 represente la sonde de capture fixee sur le suppon solide par un moyen 
quelconque. 

3 represente la cible nucleique h detecter. 

D represente la sonde de detection et T le traceur. 

GJO represente le conjugue copolymfere-oligonucieotides. L'unite oligonucleotidique 
(representee par un rectangle noir) greffee sur le copolymfcre est compiementaire d'une partie de 
la cible denommee sequence d'interet (representee parun rectangle blanc). La sonde de detection 
D est homologue de la cible. 

La figure 3 decrit un protocole sandwich avec utilisation d'un conjugue de detection 
pour amplifier 1? signal. Dans ce cas il ne peut y avoir competition entre la cible et D. 

1 represente le support solide. 

2 represente la sonde de capture fixee sur le support solide par un moyen 
quelconque. 

3 represente la cible nucleique k detecter. 

D represente la sonde de detection et T le traceur. 

CJO represente le conjugue copolymere-oligonucieotides. L'unite oligonucleotidique 
greffee sur le copolymere comprend 2 parties. Uunp (representee par un rectangle noir) est 
compiementaire de la sequence d'interet (representee par un rectangle blanc). L'autre, 
representee par un trait non epaissi, a une sequence arbitraire. La sonde de detection D est 
compiementaire de cette sequence arbitraire. 

La figure 4 decrit un protocole sandwich avec utilisation d'un conjugue de detection 
et d'un conjugue de capture. 

1 represente le suppon solide. 

2 represente la sonde de capture fixee sur le suppon solide par 1'intermediaire d'un 
conjugue de capture CJOl. La sonde de capture est greffee de maniere covalente sur le 
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copolymere pour former CJOl qui est fixe par adsorption passive sur le support. 

3 represente la cible nucldique h ddtecter. 

D represente la sonde de d6tection et T le traceur. 

CJ02 represente le conjugue copolym6re-oligonucl6otides. L'unite 
oligonucieotidique (representee par un rectangle noir) greffee sur le copolymere est 
complementaire de la sequence d'int£ret (representee par un rectangle blanc). La sonde de 
detection D est homologue de la sequence d'int6ret. Comme dans la figure 3, une unite 
oligonucieotidique comprenant une sequence arbitraire peut etre utilisee. D est alors 
complementaire de cette sequence arbitraire. 

Les deux copolymfcres composant CJOl et CJ02 peuvent etre identiques ou 
diffgrents mais les deux polynucleotides greff6s respectivement sur ces copolymeres sont 
compldmentaires de deux-regions distinctes de la cible k ddtecter. 

La figure 5 decrit un protocole immunologique sandwich direct selon les methodes 
. conventionnelles pour la d6tection d'antigfcne. 

1 represente le support solide. 

4 represente un premier anticorps de capture fixe sur le support par un moyen 
quelconque. 

5 repr6sente un antigene. 

6 represente un deuxifcme anticorps de detection couple a un traceur. 

La figure 6 decrit un protocole immunologique sandwich particulier utilisant un 
reactif conjugue de detection selon Tinvention. 
1 represente le suppon solide. 

4 represente un premier anticorps de capture fixe sur le support solide par un moyen 
quelconque. 

5 represente un antigene. 

6 represente un deuxifcme anticorps de detection couple de maniere covalente h une 
sequence nucldotidique d'intdret (representee par un rectangle blanc). 

CJO represente le conjugu6 copolymfere-oligonucleotide. Uunite oligonucieotidique 
(representee par un rectangle noir) greffee sur le copolymere est complementaire de la sequence 
d'interet (representee par un rectangle blanc) greffee sur le deuxieme anticorps. 

D represente la sonde de detection homologue de Foligonucieotide du conjugue. 

La figure 7 est Tequivalent pour la detection immunologique de la figure 3 pour les 
acides nucieiques. 

La figure 8 est requivalent pour la detection immunologique de la figure 4 pour les 
acides nucieiques. 

L'anticorps de capture est greffie sur un oligonucleotide identique ou non h la 
sequence d'interet coupiee a l'anticorps 6\ et forme le compose 4\ 

4* est capture sur la phase solide par un conjugue de capture CJOl. 
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EXEMPLE 1 : Synthase et car actMsation des copotvmeres ; 

Le protocole suivant constitue le mode opdratoite general des reactions de 
copolymerisation. 

Le tableau 1 resumera, par la suite, les conditions particulieres de cette synthase. 

- Dans un ballon tricol de 100 ml purge a l'azote, sont melangds 50 ml de N- 
dimethylformamide anhydre (ALDRICH ; reference 22705-6), une quantity x exprimee en 
gramme (g) de N-vinylpyirolidone (ALDRICH ; reference V 340-9) fraichement distillde, ainsi 
qu'une quantity y (en gramme) de N-acryloxysuccinimide (KODAK ; reference 1 10 1690). 

- Le milieu r6acdonnel pond a une temperature de 60*C, est agite pendant 2 heures, 
sous bullage regulier d'azote, afin d'eliminer toute trace d'oxygfcne. 

- z g d'acide 4,4' Azobis (4-cyano pentanoique) (FLUKA ; reference 11 590) sont 
dissous dans 1 ml de N-N dimethyl-foimamide anhydre. Ce compose constitue 1'amorceur de la 
reaction de polymerisation radicalaire. 

- Aprfes un bullage d'azote pendant 15 minutes, la solution d'amorceur est ajoute 
rapidement au milieu rdactionnel. Ceci constitue le temps zero de la polymerisation. 

- La inaction est conduite a 60*C, sous agitation, sous bullage lent et rdgulier 

d'azote. 

- Des prelfcvements sont effectuds toutes les 3 minutes. 

Pour stopper la reaction, on ajoute quelques grains d'un inhibiteur de polymeri- 
sation : Thydroquinone (JANS SEN ; reference 123-31-9). Les pavements sont ensuite places 
dans la glace. 

- Chacun de ces prelevements est ensuite analyse en chromatographic en phase 
gazeuse (chromatographe DI 200, integrates ENICA 21, de la socidte DELSI 
INSTRUMENTS), grace a une colonne SE 30 (methylsilicone adsorbee sur Chromosorb 10 %). 
Ceci permet le suivi cinetique de la reaction de polymerisation c'est a dire la connaissance, a tout 
instant, de la quantite de monomeres residuels, done du taux de conversion (relatif a chaque 
monomere et global). 

Conditions d'analyse : 

Pression Air = Pression H 2 = 1 bar(10 5 Pa) 
Pression N 2 = 0,8 bar 
Temperature du four = 175'C 

Temperature de Y injecteur = Temperature du detecteur = 300'C 

- Aprfcs un temps de reaction note t et exprime en heures, le milieu reactionnel est 
verse dans une ampoule a decanter, puis ajoute goutte a goutte dans un becher contenant un 
grand exces dither ethylique (SDS, reference 440516) sous forte agitation. 

- Le polymfcre, forme pendant la reaction, precipite sous la forme de cristaux blancs 

assez fins. 
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Quand tout le milieu reactionnel a 6te pr6cipit6, la solution dVSther Sthylique est 
filtrde sur frittd 4. Le polym&re est lav6 h 1'aide d'un grand exces dither Sthylique puis s<<ch6 
pendant plusieurs heures dans une 6tude a vide, i temperature ambiante. 

- Pour purifier le polymfere (Elimination des monomeres residuels ainsi que les 
produits de faible masse molaire), celui-ci est dissous dans le N-N dim*hylformamide (DMF) 
puis reprecipitd dans lather 6thylique. 

- Les copolymeres ainsi obtenus sont conserves sous atmosphfere inerte, k l'abri de 

Thumiditd. 

Le compose forme a la structure suivante : 




et 




Le tableau 1 resume les conditions particulieres h chaque reaction de polymerisation 

TABLEAU 1 



D6nomination 


xNVP 


y NAS 


c(*) 


z AZCB 


des Copolymeres 


grammes 


grammes 


moles/1 


gramme 


COPOl 


2,22 


0,84 


0,5 


0,074 


COP02 


2,78 


4,22 


1,0 


0,148 


COP03 


1,14 


2,54 


0,5 


0,074 


COP04 


0,23 


0,50 


0,1 


0,015 


COPQ5 


2,28 


5,08 


1.0 


0,148 



heures 
20 
20 
20 
20 
20 



R<**> 
% 
55 
90 
90 
90 
90 



(*) C represente la concentration des monomeres en moles/litre, en debut de reaction. 
(**) R represente la conversion, exprimee en pourcentage massique, des 2 
monomeres de depart. 

Abreviations utilisees dans le tableau 1 

NVP = N-vinyl pyrrolidone 

NAS = N-acryloxysuccinimide 

AZCB = acide azobis 4-4' (4-cyanopentanoique) 
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Les caractdristiques des copolymeres utilises dans la presente invention sont resumes 
dans le tableau 2 . 



TABLEAU 2 



COPOl 
COP02 
COP03 
COP04 
COP05 



Masse moleculaire 
(g/mole) (*) 
60 000 (10%) 
160000 (2%) 
70 000 (2%) 
19 500 (2%) 
160000 (2%) 



% Molaire de NAS dans le 
copolymfcre final (**) 
39 
57 
62 
59 
61 



(*) Les masses moleculaires ont 6t6 determiners par diffusion de la lumiere 
(mdthode statique). Solvant dVStude : DMF/eau = 90/10. 

Temp6rature : 20'C. Le chiffre entre parentheses represente l'erreur de mesure sur la 

masse. 

(**) Cette valeur a 6l6 determine par dosage des fonctions N-hydroxysuccinimide 
(NHS) en presence d'un exces de NH 4 OH par spectroscopic UV a 260 nm avec un coefficient 
d'exunction molaire pour le NHSde 7100 l.mole -1 .cm "i dans un melange eau / DMF / NH A 
OH (0.1M) = 80/10/10. 4 

L'erreur de mesure est de 5 %. 

Le -tableau 3 donne les deplacements chimiques par resonance magnetique nucleaire 
(RMN) des differents carbones du copolymere. Les carbones sont identify par le numero tel 
que decrit dans le schema ci-dessous : 



12 7 8 
CH CH 2 CH CH 2 




11 11 
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TABLEAU 3 

Position du carbone Displacement chimique 

1 48 (raie large) 

2 34 (raie large) 

3 175-177.5 (multiple!) 

4 32.2 (raie large) 

5 19 (singulet) 

6 42 (raie large) 

7 38.5 (raie large) 

8 34 (raie large) 
9etl0 171 et 170.9 (doublet) 

11 26.4 et 26.65 (doublet) 

Solvant : DMF deut6re 

R6f6rence interne : Dioxanne avec une raie k 67,8 ppm. 

Les deplacements chimiques sont donnds en partie par million (ppm). 

Couylaze d'unites olivonultotidiauex sur dex cnpnhmfirr* • 

Les polynucleotides utilisds dans la pr6sente invention sont des 
oligodesoxyribonucleotides de synthese prepares avec un synthetiseur automatique Applied 
Biosystems modele 394 selon le protocole du fabricant. 

Ces oligonucldotides possfcdent k leur extremite 5' un bras aliphatique NH2 prcpar6 
selon la methode d6crite dans la demande de brevet WO 91/19812. 

Par I'intermediaire des fonctions esters du N-Hydroxysuccinimide, il y a rdacrion 
directe sur le bras'amine a l'extremit6 5' de l'oligonucleotide pour former une liaison amide. 

Le protocole de couplage general est le suivant : 

Une solution aqueuse contenant 32 nmoles ^oligonucleotides est versee dans un tube 
Eppendorf, puis dvaporfe dans un evaporateur k centrifugation sous vide. 

Le residu sec est repris dans 50 microlitres de tampon Borate 0,1 MpH = 9,3 puis 
Ton additionne 400 microlitres de DMF. 

A cette solution sont ajout6s 50 microlitres dune solution du copolymfere k Img/ml 
dans le DMF (SDS, reference 340216). 

Le tube Eppendorf contenant le milieu reactionnel est agite pendant 16 heures dans 
un agitateur chauffant pour tubes Eppendorf pond k une temperature de 37*C 

Le melange (DMF/eau) est ensuite evapore k l'evaporateur k centrifugation sous 

vide. 
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Le r6sidu sec est repris dans 50 microlitres d'eau distill6e, afin d'etre analys6 par 
eUectrophorese capillaire. 

Conditions expirimentales de la separation par Mectrnphortse capillaire en solution libre : 

- Appaieil : 270 A-HT commercialis6 par la soci6t6 APPLIED-BIOS YSTEMS 

- Capillaire de silice d'une longueur de 72 cm (APPLIED-BIOS YSTEMS, ref. 

0602-0014) 

- Electrolyte de separation : Tampon Carbonate de Sodium 50mM, pH « 9,6 

- Voltage applique* : 20 kilovolts. 

- Temperature : 40'C. 

- Injection a 1'anode. 

- Detection a la cathode, par spectroscopic UV a 260 nm (longueur d'onde 
d'absorption maximum de roligonucle"otide). 

Le conjugu6 copolymere-oligonucleotide est ensuite purifie par chromatographic par 
permeation de gel (CPG) dans les conditions suivantes : 

- Colonne WATERS Ultra Hydrogel 500. 

- Tampon phosphate 0,1 M pH = 6,8. 

- Detection par spectroscopie UV a 260 nm. 
-Debit 0,5 mVmin. 

Apifcs purification, le conjugue en solution saline est dialys6 pendant une nuit a +4*C 
afin d'eliminer le sel. L'eau est 61iminee a Tevaporateur a centrifugation sous vide. Le residu sec 
est repris dans 1 ml d'eau distillee et stocke au congelateur a -20*C. 

La liste des oligonucleotides utilises pour le couplage sur un copolymere est donnee 

ci apres. 

Les caracteristiques des conjugues copolymere-oligonucleotide sont donnds dans le 

tableau 4 : 



TABLEAU 4 



conjugue 


copolymere 


nom d'usage 


SEQID rendement 


Tr 


Me 


concentrat 






oligonucleotide 


NO (a) 


(b) 


(c) 


(d) 


(e) 


CJOA 


COP03 


1844 


1 


41 


9,8 


9,9 


2,5 


CJOB 


COP03 


1978 


2 


52 


9,6 


9,9 


3,8 


CJOC 


COP03 


1854 


3 


48 


10,1 


10,1 


8,7 
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(a) Lcs oligonucldotides ont les sequences suivantes (de 5' vers 3') : 
SEQ ID NOl : 

TCATCCACCT GGCATTGGAC TGCCATAACC ATGAGTG 37 

SEQIDN02: 

TACTCACCAG TCACAGAAAA GC 22 

SEQ ID N03 : 

GATGAGCTAT ATGAGAACGG TA 22 



Ces oligonucleotides possedent & leur extremitd 5' un bras aliphatique avec une 
fraction NH 2 , prepard selon la mdthode dgcrite dans la demande de brevet WO 91/19812. 

(b) Le rendement de couplage, calculd par Integration des pics en CPG, est le 
rapport, par CLHP, de la surface du pic du conjugue sur la somme des surfaces du pic du 
conjugue et de l'oligonucleotide non coupl6. II est donne en %. 

(c) Tr represente le temps de rdtention en CPG dans les conditions decrites dans le 
paragraphe precedent. D est donne en minutes. 

(d) Me reprdsente le temps de r6tention donne en minutes dans les conditions de 
separation en 61ectrophorfcse capillaire ddcrites dans le paragraphe pr£c6dent. 

(e) La concentration de V oligonucleotide est donnde en picomoles par microlitres, 
par spectrometrie U.V., en mesurant Tabsorbance k 260 nm, connaissant le coefficient 
d'extinction molaire de Toligonucleotide a cette meme longueur d'onde. 

EXEMPLE 2 ; Detection d'un fragment d' acides nucleiques par protocol* sandwich en utilisant 
4?$ QliXQnvcltQtides couples d des conoNmires comme am plification de detection : 

Une P.C.R. est effectude selon le protocole standard tel que decrit dans "PCR 
PROTOCOLS : a guide to methods and applications", editd par M.A. Innis, D.H. Gelfand, 
J J. Sninsky, TJ. White, Academic Press. La cible est un plasmide ADN pBR 322 (reference 
D4904, SIGMA) contenant 4363 paires de bases. 

Le plasmide est en solution dans un tampon Tris 10 mM, pH 8,0. Les deux amorces 
utilisees pour 1'amplification sont TEM1 (SEQ ID NO 4) et TEM2 (SEQ ID NO 5) : 



SEQ ID NO 4 : 

CCCCGAAGCG TTTTC 15 

SEQ ID NO 5 : 

CGGTATGGTT TGCTGCT 17 



Le fragment de PCR produit est controle sur gel d'acrylamide & 5 %. II contient 347 
paires de bases. 
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Le fragment de PCR est denature avant utilisation en ajoutam k 100 microlitres de 
solution le contenant, 10 microlitres de soude 2N. L'ensemble est neutralise 5 minutes apr&s par 
1'addition de 10 microlitres d'acide acerique 2N. 

Dans deux plaques de microtitration en polystyrene NUNC inference 439454 sont 
d6pos6s 100 microlitres d'une solution de l'oligonucteotide 1978 ((SEQ ID NO 2) ii la 
concentration de 150 nM dans du tampon PBS3X (phosphate de sodium 0,15 M, chlorure de 
sodium 0,45 M, pH 7,5). L'incubation s'effectue durant deux heures k la temperature de 37*C. 

Apifcs 3 lavages des plaques par 300 microlitres de tampon PBS-Tween (phosphate 
de sodium 50 mM, chlorure de sodium 150 mM, contenant 0,5 ml/1 de Tween 20 reference 
MERCK 822184), 100 microlitres de fragment PCR denature, dilu6 en tampon PEG (phosphate 
de sodium 0,1 M, chlorure de sodium 0,5M, pH 7,0 contenant 0,14 mg/ml d'ADN de saumon, 
20g/l de PEG 4000 reference MERCK 807490 et 6,5g de Tween 20 reference BIORAD 170- 
6531) sont ajout6s dans les puits des plaques de microtitration. Les plaques sont incubdes une 
heure k 37'C puis lavees par 3 fois 300 microlitres de PBS-Tween. 

Dans chaque puits d'une plaque sont ajout6s 100 microlitres de sonde de detection, 
oligonucleotide 1844 (SEQ ID NO 1) couple k la phosphatase alcaline, k la concentration de 
15 nM en oligonucleotides en tampon PEG. La sonde de detection 1844 contient une sequence 
compiementaire de la cible PCR. Elle est marquee k la phosphatase alcaline (akp) tel que decrit 
dans la demande de brevet WO 91/19812. La plaque est incubee une heure k 37*C puis lavee par 
3 fois 300 microlitres de PBS-Tween. Cette plaque correspond k un protocole sandwich direct. 

En parallele, dans chaque puits de la deuxieme plaque de microtitration sont deposes 
100 microlitres d'un conjugue oligonucieotide-copolymere CJOA dans du tampon PEG, Ce 
conjugue est uji intermediate dans le systfeme sandwich qui permet une augmentation de 
sensibilite. La plaque est incubee une heure a 37 W C puis lavee par 3 fois 300 microlitres de PBS- 
Tween. Dans chaque puits de la plaque sont ajoutes 100 microlitres de la sonde de detection 
oligonucleotide 1841 (SEQ ID NO 6) couple k la phosphatase alcaline a la concentration de 
15 nM en oligonucleotides en tampon PEG. Cette plaque correspond k un protocole avec 
amplification de signal par 1'intermediaire du copolymfcre-oligonucieotide. 

SEQ ID NO 6 : 

GTCCAATGCC AGGTGGATGA 20 

La sonde de detection est compiementaire d f une portion de Toligonucieotide 1844 
couple sur le copolymere. Elle est marquee k la phosphatase alcaline tel que decrit dans la 
demande de brevet WO 91/19812. 

La plaque est incubee une heure k 3TC puis lavee par 3 fois 300 microlitres de PBS- 
Tween. 

Les 2 plaques sont traitees ensuite de fagon identique. 
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Dans chaque puits sont ajoutes 100 microlitres de substrat PNPP (Para Nitro Phenyl Phosphate, 
reference SIGMA N 2765) ; pour cela, une pastille de 20 mg de substrat est reprise par 10 ml de 
tampon di6thanolamine 1M, 0,5 mM MgCl 2 pH 9,8. Apres 20 minutes de reaction, l'activitS 
enzymatique est bloquee par 100 microlitres de NaOH IN. 

La lecture de la densite optique est effectuee a une longueur d'onde de 405 nm sur un 
lecteur de plaque AXIA MICROREADER BIOMERIEUX. 

Les resultats (valeurs de densitd optique) obtenus sont resumes dans le tableau 5 

suivant : 

TABLEAU 5 

dilution de la PCR detection sandwich oligonucleoride-copolymere en 

directe detection 



0 


12 


10 


dil 1/100 000 


12 


15 


dil 1/10 000 


10 


16 


dil 1/1000 


11 


30 


dil 1/100 


20 


137 


dil 1/10 


160 


1110 



L'erreur de mesure est d'environ 10 %. 

Les valeurs obtenues correspondent aux unit6s de densire optique mesurees sur un 
AXIA MICROREADER (AXIA marque deposee BioMerieux). 

Le .puits ne contenant pas de fragment PCR (0) sen de tdmoin negatif. Avec le 
systeme direct (sans amplification), le fragment de PCR est detecte pour une dilution au 
l/10eme. Avec le systeme copolymere-oligonucleotide, le fragment de PCR est detectd pour une 
dilution inferieure au l/100eme, le signal obtenu est multiplie par un facteur 10. La sensibilite du 
test est augmented d'un facteur superieur a 10. Le bruit de fond n'est pas augmente par 
ramplification de signal. 

EXEMPLF. 3 ; Direction d'un fravment d'acide* rmsliiOiiSl QSL protocol* xnndwinh en nrili*nr,r 
d££ Qti?pnucl4otid«s CPUnlts & df.S ConolvmAre* en d etection P.t ga rn pti,r f • 

Le protocole est identique a celui de l'exemple 2 a l'exception du fait que dans 
chaque puits d'une des plaques de microtitration, est depose, a la place de 1'oligonucleotide 1978, 
le conjugue CJOB (oligonucldotide 1978 (SEQ ID NO 2) couple au copolymere COP03) a une 
concentration en oligonucleotide de 150 nM dans du PBS 3X, comme sonde de capture. 

Le copolym&re CJOA est utilise en tant que systeme d'amplification de detection 
comme dans l'exemple 2. 
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L'autre plaque, qui servira de controle pour mesurer le gain en sensibilit6, est 
pr6par€e de la meme manifere que dans Texemple 2 (detection directe). 

Les r&ultats ( valeurs de density optique ) obtenus sont resumes dans le tableau 6 : 

TABLEAU 6 

dilution de detection sandwich directe detection avec 2 copolym&res en 



la PCR 




capture 






et en detection 


0 


10 


70 


dU 1/100 000 


10 


90 


dil 1/10 000 


11 


101 


dil 1/1000 


21 


298 


dil 1/100 


28 


705 


dil 1/10 


198 


>2500 



L'erreur de mesure est d'environ 10 %. 

Les valeurs obtenues correspondent aux unites de densite optique mesurees sur un 
AXIA MICROREADER (AXIA marque dtSposSe BioMerieux). 

La valeur 2500 correspond £ la saturation du lecteur de microplaques. 

Le puits ne contenant pas de fragment PCR (0) sert de temoin negatif. Avec le 
systeme oligonucleotide-phosphatase (sans amplification), le fragment de PCR est detecte pour 
une dilution au l/10eme. Avec le systfeme copolymere-oligonucldotide en capture et en 
d6tection, le fragment de PCR est detects pour une dilution au l/1000eme. La sensibilitd du test 
est augmentde d'un facteur 100. 

Si Ton compare ce gain avec celui obtenu dans 1'exemple 2 qui 6tait d'environ 10 
fois, il apparait que la combinaison de deux conjugues oligonucleotide-bipolymere k la fois en 
detection et en capture est encore plus performante non seulement en ce qui concerne le gain en 
sensibilite mais egalement en ce qui conceme le rapport signal sur bruit de fond. 

EXEMPLR 4 ; 

Detection d'alpha foeto prot6ine (AFP) par protocole sandwich en utilisant un 
copolymfcre-oligonucleotide comme intermediate en detection pour augmenter le signal. 

Le gain en sensibilite est apprecie en comparant k un protocole sandwich 
immunologique classique. 

Dans deux plaques de microtitration en polystyrene NUNC inference 439454, sont 
deposes 100 microlitres d'une solution de Tanticorps monoclonal anti alpha foeto proline 
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(r€f6rence P3F11G9 BIOMERIEUX) dilu6 & la concentration de 10 microgrammes/ml en 
tampon carbonate de sodium 50mM (Na 2 C0 3 PROLABO 27771290-NaHCO 3 PROLABO 
27778293) pH 9,6. L'incubation s'effectue durant deux heures h la temperature de 37'C. Les 
deux plaques sont lavdes par 300 microlitres de tampon PBS IX (phosphate de sodium 50 mM, 
chlorure de sodium 150 mM contenam 0,5 ml/1 de Tween 20 r6f6rence MERCK 822184). 

Dans une plaque (sandwich immunologique classique), 50 microlitres d'antigfene 
alpha foeto protdine (r6f6rence BEHRING OTOD 02/03) dilu<S en tampon PBS Tween contenam 
10 % de serum de cheval et 50 microlitres d'un deuxieme anticorps polyclonal de ch&vie and 
alpha foeto proline (rdf&ence CH109-1981 BIOMERIEUX) coupte k la 
peroxydase, (Boehringer Mannheim, rdfSrence 814393) selon les methodes classiques, h la 
concentration de 2 mg/1 en tampon PBS-Tween contenant 10 % de sdrum de cheval sont ajout6s 
parpuits. La plaque est incub6e une heure h 37'C puis lavde par 3 fois 300 microlitres de PBS- 
Tween. 

En parallele dans la deuxi&me plaque (detection avec amplification de signal), sont 
deposds 50 microlitres d'antigene alpha foeto protdine (rdfdrence BEHRING OTOD 02/03) dilud 
en tampon PBS Tween contenant 10 % de s6rum de cheval puis 50 microlitres du deuxifeme 
anticoips polyclonal anti alpha foeto proteine (inference CH109-1981, BioMdrieux) coupld k un 
oligonucleotide 1614 (SEQ ID NO 7) dilud en tampon PEG (phosphate de sodium 0,1M, 
chlorure de sodium 0,5M, pH 7,0 contenant 0,14 mg/ml d'ADN de saumon , 20g/l de PEG 4000 
(reference MERCK 807490) et 6,5g de Tween 20 (reference BIORAD 170-6531)). 

La concentration de la solution de PEG contenant I'anticorps coupte h 
l'oligonucleotide 1614 est de 2 mg/1 en anticorps. 

SEQ ID NO 7 : 

TACCGTTCTC ATATAGC 17 

Le couplage entre Tanticorps et l'oligonucleotide 1614 est effectud selon la meme 
methode que decrite pour le couplage oligonucleotide peroxydase dans la demande de brevet 
WO 91/19812. 

La plaque est incubee une heure a 37 # C puis lavee par 3 fois 300 microlitres de PBS- 
Tween. 100 microlitres d'une solution d'un conjugue oligonucl6otide-copolymfere CJOC k la 
concentration de 150nM en oligonucleotide dans du tampon PEG sont ajoutes dans les puits de 
la plaque de microtitration. La plaque est incubde une heure & 37'C, puis lavee par 3 fois 300 
microlitres de PBS-Tween. 

Dans chaque puits de la plaque, sont ajoutes 100 microlitres de sonde de detection 
oligonucleotide 1614 (SEQ ID NO 7) couple a la peroxydase (demande de brevet WO 91/19812) 
& la concentration de 15 nM en oligonucleotides en tampon PEG. La plaque est incub€e une 
heure a 37*C puis lavee par 3 fois 300 microlitres de PBS-Tween. 
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La r6vdlation de l'activitd enzymatique est la meme pour les deux plaques. 

Dans chaque puits sont ajoutds 100 microlitres de solution de substrat OPD (Ortho 
Ph6nylene Diamine, rdfSrence SIGMA P7288). Pour preparer cette solution de substrat, une 
pastille de 20 mg de substrat est reprise par 10 ml de tampon citrate pH 4,93(0,055 M acide 
citrique, 0,1M Na 2 HP0 4 ). Apris 15 minutes de rdaction i 37*C, l'activitd enzymatique est 
bloqude par 100 microlitres d'acide sulfurique IN. 

La lecture de la densitd optique est effectude h une longueur d'onde de 492 nm sur un 
lecteur de plaque AXIA MICROREADER BIOMERIEUX. 

Les rdsultats (valeurs de density optique) obtenus sont rdsumes dans le tableau 7 : 

TABLEAU 7 

concentration en antigfene detection copolymfere-oligonucteotide en 

detection 



110 
110 
250 
420 
670 
1620 
>2500 
>2500 

Les valeurs obtenues correspondent aux unitds de densitd optique mesurees sur un 
AXIA MICROREADER (marque deposee BioM&ieux). 

La valeur 2500 correspond & la saturation du lecteur de microplaques. 

Les rdsultats obtenus montrent une augmentation tres forte de la sensibility du test 
avec l'emploi du copolymfere-oligonucteotide. Une detection de 0,1 ng/ml d'alpha foeto prot6ine 
est possible avec le systeme ^amplification utilisant le copolymere-oligonucldotide, 
raugmentation du signal obtenu etant d'un facteur 2 par rapport au puits ne contenant pas 
d'antigene (puits 0). Sans amplification (ddtection immunologique classique), la detection de 
TAFP commence a 1 ng/ml. 

Dans cet exemple, 1'anticorps de detection est un anticorps polyclonal. 



AFP immunologique 

(ng/ml) classique 

0 55 

0,05 60 

0,10 60 

0,50 60 

1,0 120 

2,5 250 

5,0 . 370 

10,0 630 



L'eireur de mesure est ^environ 10 %. 
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EXEMELK5: 

Detection d'alpha foeto proline par protocole sandwich en utilisant des 
oligonucleotides couples k des copolym&res en detection et/ou en capture. 

Le gain en sensibilite est appr6ci6 en comparant k un protocole sandwich 
immunologique classique. 

Le protocole sandwich immunologique classique est mend de la meme maniere que 
celui d6crit dans 1'exemple 4 k l'exception du fait qu'on utilise un anticorps monoclonal 
(P7H10B7, BioMerieux) couple k la peroxydase a la place de l'anticorps polyclonal (CH109- 
1981, BioMerieux) en detection. 

Le protocole utilisant des oligonucleotides coup!6s k des copolymferes en detection 
est identique k celui de 1'exemple 4 k l'exception du fait qu'on utilise, comme anticorps de 
detection, un anticorps monoclonal (P7H10B7, BioMerieux) k la place de l'anticorps polyclonal 
(CH109-1981, BioMerieux). 

Le protocole utilisant des oligonucleotides coupl6s k des copolymfcres en detection et 
en capture est le suivant : 

Dans une plaque de microtitration, sont d6poses 100 microlitres d'un conjugud 
oligonucleotide-copolymfere CJOA k la concentration de 150 nM en oligonucleotide dans du 
tampon PBS3X. La plaque est incubde deux heures k 37*C puis rincde par 3 fois 300 microlitres 
de PBS-Tween. 

Puis sont ddposds 100 microlitres d'anticorps monoclonal anti alpha foeto proteine 
(reference P3F11G9, BIOMERIEUX) couple, comme decrit dans Texemple 4, k Toligonucieotide 
1841 (SEQ ID NO 6). Cet anticorps couple k Toligonucleotide 1841 est dilue en tampon PEG k 
la concentration de 2 mg/1 en anticorps. La plaque est incubde une heure k 37°C puis lavee par 3 
fois 300 microlitres de PBS-Tween. 

L'antigfene AFP puis l'anticorps monoclonal (P7H10B7, BioMerieux) couple k un 
oligonucleotide 1614 (SEQ ID NO 7) sont ajoutes comme decrit dans 1'exemple 4. 

Les etapes de reaction avec le conjugue CJOC, avec Toligonucieotide 1614 couple k 
la peroxydase et de revelation par le substrat OPD sont identiques k celles de Texemple 4. 

Les resultats ( valeurs de densite optique ) obtenus sont resumes dans le tableau 8 : 
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TABLEAU 8 



concentration 


detection 


copolymere-oligonucleotide 


copolymere- 


en antigene 


immunologique 


en ddtection 


oligonucleotide en capture 


AFP (ng/ml) 


classique 




et detection 


0 


33 


155 


110 


1 


35 


175 


250 


5 


70 


651 


650 


10 


140 


1230 


1425 


50 


545 


>2500 


>2500 


100 


1025 


>2500 


>2500 



Uerreur de mcsure est d'environ 10 %. 

Les valeurs obtenues correspondent aux unites de densite optique mesur6es sur un 
AXIA MICROREADER (AXIA : marque d<5posee, BioMerieux). 

La valeur 2500 correspond k la saturation du lecteur de microplaques. 

On observe un gain en sensibilite important en comparant la detection 
immunologique classique et l'utilisation d'un copolym6re-oligonucl€otide en detection. Les 
r6sultats vont dans le meme sens que pour Texemple 4 avec cette fois un anticorps monoclonal h 
la place d'un anticorps polyclonal en d6tection. Le rapport signal-bruit pour une quantitd d'AFP 
. de 5 ng/ml est d'environ 2 pour la ddtection immunologique classique alors qu*il est de 4,2 pour 
le systeme copolymere-oligonucleotide en detection, 

Coixime montrg prgcedemment pour les acides nucldiques dans l'exemple 3, on 
observe une am61ioration du grain en sensibilite en utilisant un copolymere-oligonucleotide en 
detection et en capture. 

En effet, pour une concentration de 1 ng/ml d'AFP, le rapport signal-bruit est de 2,3, 
ce qui permet de d&ecter cette concentration. 

Ce n6sultat est obtenu, entre autres, grace a une reduction du bruit de fond, ce qui 
montre Tint^ret de la methode puisque le bruit de fond est un probl&me essentiel dans tous les 
systfemes d'amplification du signal. 

De maniere generate, les bruits de fond observes avec un oligonucl6onde-bipolymere 
en detection et/ou en capture sont faibles (voir les exemples 2 & 4) 

EXEMPLE <? ; influence dy wmbre tfQliWflUcliQtidw wuplis SVr (e QQnju^ WPQlym&re- 
QligQn]xcl6Q$deyQur V amplification de la Section : 

Dans le proced6 decrit, l'amplification du signal est reli6 directement au nombre 
^oligonucleotides fixes sur le copolymere! 
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En effet, dans ie proc£d6 sandwich classique, pour une mol6cule cible hybridfc sur 
une sonde de capture, une sonde de detection portant un seul traceur, par exemple enzymatique, 
est susceptible de s'hybrider. 

En utilisant un copolym&re-oligonucleotide comme sonde interm6diaire, le nombre 
de sondes de d6tection et done le nombre de traceurs susceptible de s'hybrider avec une molecule 
cible est en th6orie 6gal au nombre de sondes couplees sur le copolymere moins une (celle qui 
s'hybride sur la cible). 

Greffage d'un nombre variable d f oligonucleotides sur un copolymere : 

Une solution aqueuse contenant 15 nmoles de Toligonucleotide 12 (SEQ ID NO 8) 
est evapor^e k sec dans un tube Eppendorf de 1,5 ml. 

SEQ ID NO 8 : 

TCATCCACCT GGCATTGGAC 20 

Le rdsidu sec est repris dans xj microlitres de tampon borate 0,1 M, pH 9,3.Sont 
ajoutds dans la solution, yj microlitres de DMF puis zj microlitres du copolymere COP03 
(tableau 1) h 1 mg/ml dans le DMF. Apres 3 heures de reaction a 37"C, le solvant est elimind & 
l'6vaporateur sous vide, Le r€sidu sec est repris par 50 microlitres d'eau et analyse en 
permeation de gel dans les conditions decrites dans l'exemple 1. 

Le tableau 9 resume les conditions de couplage pour les differents conjugues 
prepar6s et le tableau 10 les caracteristiques des conjuguds prepares. 

TABLEAU 9 



conjugues 


x l 




2 1 


stoechiomdtrie 


CJOD1 


30 


255 


15,0 


1/4 


CJOD2 


30 


248 


22,5 


1/6 


CJOD3 


30 


225 


45 


1/12 


CJOD4 


30 


180 


90 


1/24 


CJOD5 


30 


45 


225 


1/60 


CJOD6 


42 


0 


375 


1/100 



x i ' v i et z i sont donnes en microlitres. 

La stoechiometrie S represente le rapport entre le nombre de moles ^oligonucleotides intioduits 
et le nombre de moles de fonctions NHS disponibles pour le couplage. 
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TABLEAU 10 



Conjuguds 


Rendement de 


Temps de 


N 


Concentration 




couplage R 


retention 






CJOD1 


49 


9,80 


31,5 


3,4 


CJOD2 


53 


9,66 


22,7 


4,5 


CJOD3 


57 


9,72 


12,2 


5,8 


CJOD4 


59 


9,51 


6,3 


5,4 


CJOD5 


55 


9,70 


2,4 


5,3 


CJOD6 


60 


9,50 


1.6 


4,6 



Le temps de rdtention HPLC (en minutes), le rendement de couplage R (en %), la 
concentration (en nmoles/ml) des conjugues sont caleuies de la meme maniere que dans le 
tableau 4 de 1'exemple 1. 

N represente le nombre de moles ^oligonucleotides par mole de copolym&re. Le 
nombre thgorique Nt ^oligonucleotides par chaine est calcule en connaissant la stoechiom6trie S 
de la reaction par rapport au nombre de fonctions NHS disponibles sur le copolymfcre (257 
fonctions pour le COP03 : voir tableau 2) ; Nt = 257 x S. 

N est calcul6 selon la formule : N = Nt x R. 
Comparaison de Vefficacite des differents conjugues en amplification de detection : 

Le gain en sensibility est mesure en comparant un protocole utilisant les diff&ents 
conjugues oligonucldotide-copolymere comme interm6diaires en ddtection. Un essai de 
reference sans copolymfcre-oligonucteotide comme intermddiairc est realise comme d6crit dans 
1'exemple 2 (detection sandwich directe). 

Le protocole avec amplification de signal par rintermediaire copolymfere- 
oligonucldoude est identique b celui d6crit dans l'exemple 2 h. l'exception du fait que 
l'oligonucleotide de capture depose au fond de la plaque est Toligonucleotide 474 (SEQ ID 
NO 9). 

SEQ ID NO 9 : 

AAAAAAAAAA AAAAAA AAAA AAAAAAAAAA 30 

La cible n'est pas un fragment PCR mais un oligonucleotide synth6tique 469 (SEQ 
ID NO 10) simple brin et qui done n'a pas besoin d'etre d6nature par la soude. 

SEQ ID NO 10: 

TTTTTTTTI 1 TTTTI 11111 GTCCAATGCC AGGTGGATGA . . . 40 
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Cette cible est dilue dans le tampon PEG de 5000 pg/ml k 1 pg/ml. 

Une partie de cette cible est compldmentaire de l'oligonucieotide 12 fixe sur le 
copolymfcie et une autre partie de Toligonucleotide 474. 

Les differents copolymeies CJOD1 k CJOD6 sont deposes en parallele dans des puits 
de la plaque de microtitration. 

La sonde de detection est l'oligonucieotide 1841 (SEQ ID NO 6) couple h la peroxydase de 
raifort. 

Le substrat de Tenzyme est l'OPD tel que ddcrit dans l'exemple 4 t avec une lecture 4 
492 nm sur un lecteur AXIA MICRORADER. (AXIA marque deposee BIOMERIEUX). 

Protocole sandwich direct : 

Capture par oligonucleotide 474 (SEQ ID NO 9) 
Qble synthetique 469 (SEQ ID NO 10) 

Detection par sonde de detection 12 (SEQ ID NO 8) marquee > la peroxydase. 
Le tableau 11 resume les rdsultats obtenus avec les differents copolymfcres- 
oligonucl£otide. 

TABLEAU 11 



concentration de 
















cible 


CJOD1 


CJOD2 


CJOD3 


CJOD4 


CJOD5 


CJOD6 


direct 


(pg/ml) 
















5000 


2500 


2500 


2500 


2500 


2500 


2500 


2500 


1000 


2500 


2500 


2500 


2500 


2500 


1536 


601 


500 


2500 


2500 


2500 


2500 


1461 


995 


370 


50 


1661 


1253 


1213 


590 


549 


480 


5 


5 


627 


543 


455 


243 


185 


184 


0 


1 


519 


458 


332 


206 


0 


0 


0 



Uerreur de mesure est d'environ 10 %. 

Les valeurs obtenues correspondent aux unites de densite optique mesur£es sur un 
AXIA MICROREADER (AXIA marque d£pos£e BioMdrieux). 

Le bruit de fond determine par une essai sans cible pour chaque conjugue est 
soustrait des valeurs obtenues pour les differents conjuguds aux differentes concentrations de 
cible. 

On constate que le nombre de moles ^oligonucleotide par mole de copolymere est en 
relation avec le gain obtenu en amplification de signal. Les valeurs obtenues pour la plus faible 
concentration de cible de 1 pg/ml sont croissantes quand le nombre ^oligonucleotides fixes sur 
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le copolymfere augmente. Cette concentration n'est pas d6tect6e avec CJOD5 et CJOD6 o& 
seulement 1,6 et 2,4 oligonucleotides, respectivement, sont presents par mole de copolymfere. 

Meme avec ces derniers conjugu6s il y a un gain en sensibility par rapport h la 
detection sandwich directe. 

EXEMPLE 7 ; Synthase et caracterisation des coniupu is avec des copolvrnkres d base 

Definition du copohm tre AMVE . 

Le copolymfere AMVE employ^ est un copolymere d'anhydride maleique et d f 6ther 
methylvinylique, commercialis6 par la soci6te Polyscience sous la reference 03102. Sa masse 
moleculaire est de 67000 et c'est un copolymere alternd constitud de 50 % de chacun des deux 
motifs monomeres. 

Protocole de coupla $e des oligonucleotides sur conolvmbre AMVE. 

25 nmoles d'oligonucleotide sont sech6s & Tdvaporateur a centrifugation sous vide 
puis repris par 7 microlitres de tampon borate de sodium 0,1M, NaCl 0,5 M, pH 9,3. On ajoute 
ensuite k cette solution 143 microlitres de dim6thylsulfoxyde anhydre puis 10 microlitres de 
solution de copolymere dans le dim6thylsulfoxyde anhydre k la concentration de 15 g/1 pour les 
conjuguds CJOE, CJOG, CJOI ou 5 g/1 pour les conjuguds CJOF, CJOH, CJOI. Apres 6h 
d'agitation k 37 # C, on ajoute au milieu rcactionnel 100 microlitres de tampon 
hydrogenocarbonate de sodium 100 mM pH 8,2 qu'on laisse reagir 30 minutes afin d'hydrolyser 
les sites du copolymere eventuellement encore disponibles. Les solvants sont 61iminds k 
l'6vaporateur k centrifugation sous vide puis les conjuguSs sont repris par 200 microlitres d'eau 
distiU6e et purif56s par chromatographie haute performance sur une colonne Waters Ultra 
Hydrogel 500 en tampon phosphate 0,1 M, pH 6,8. 

Les resultats obtenus sont resumes dans le tableau 12 ci-dessous : 



TABLEAU 12 



conjugue' 


nom d'usage de 


SEQJD 


rendement 


Tr 


concentration 


N 




I'oligonucleonde 


NO (a) 


(b) 


(c) 


(e) 




CJOE 


1844 


1 


34 


10,57 


1,32 


2 


CJOF 


1844 


1 


38 


9,88 


1,76 


7 


CJOG 


1854 


3 


• 59 


10,17 


2,74 


6 


CJOH 


1854 


3 


47 


9,90 


2,18 


14 


CJOI 


1843 


11 


52 


10,71 


1,98 


4 


CJOJ 


1843 


11 


30 


9,87 


1,39 


7 
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N repr6sente le nombre d'oligonucldotides par chaine de copolymfere. 

(a) ^oligonucleotide 1843 (SEQ ID NO 11) a pour sequence : 
SEQIDNOll : 

CGCTTTTTTG CACAACATGG GGGATCATG 29 

Ces oligonucleotides possedent k leur extremite 5' un bras aliphatique avec une 
fonction amine prdpard selon la mdthode ddcrite dans WO 91/19812. 

(b) Le rendement de couplage, calcute par Integration des pics en CPG, est le 
rapport, par CLHP, de la surface du pic du conjugue sur la somme des surfaces du pic du 
conjugue et de I'oligonucldotide non couple. II est donnd en %. 

(c) Tr represente le temps de retention en CPG dans les conditions ddcrites dans 
l'exemple L II est donne en minutes. 

(e) La concentration de ¥ oligonucleotide est donnde en picomoles par microlitres, 
par spectrometrie U.V., en mesurant I'absorbance k 260 nm, connaissant le coefficient 
^extinction molaire de Foligonucleotide Si cette memc longueur d'onde. 

EXEMPLE 8 : 

Des plaques de microtitration NUNC (Maxisorb) sont revetues par un anticorps 
monoclonal (r6f6rence bioM6rieux, P3F11G9) anti alphafoeto proline dilue k 10 
micrograrnmes/millilitre dans du tampon carbonate 0,05 M pH 9,7. L'incubation dure 
indifferemment soit 2 heures k 37 # C, soit 18 heures k temperature ambiante, soit 56 heures k la 
temperature de +4'C. L'exces de r6actif est eiimine et les plaques sont lavees avec un tampon 
PBS-Tween. 100 microlitres d'une solution de caseine k un gramme/litre sont ensuite deposes 
dans chaque puits et les plaques sont incub6es une heure k 37*C, puis lav&s comme 
pr€c6demment. 50 microlitres de solution d'antigfene alpha foeto prot&ne Behring k diverses 
dilutions dans un tampon de PBS-Tween contenant 10 % de serum de cheval sont introduits dans 
les puits, puis on ajoute 50 microlitres d'une solution de conjugue oligonucleotide 1614 (SEQ ID 
NO 7), compiementaire de la sequence du conjugue CJOG ou CJOH, coup!6 k Y anticorps 
polyclonal anti alphafoeto proline (reference CH109-1981, BioMerieux). Ce conjugue est dilue 
dans un tampon PBS-Tween contenant 10 % de serum de cheval. Aprfcs une heure d'incubation k 
37*C et lavages au PBS Tween, on ajoute dans chaque puits 100 microlitres de solution de 
conjugue copolymere-oligonucl6otides dilue dans un tampon PEG. Apres une heure d'incubation 
a 37 # C, puis lavages, on ajoute dans chaque puits 100 microlitres de solution en PEG de la sonde 
de detection : oligonucleotide 1841 (SEQ ID N06) - peroxydase que Ton incube une heure a 
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37*C. Apifes lavage de l'exc&s de reactifs, on introduit dans chaque puits 100 microlitres de 
solution de substrat OPD. Aprfes 7 minutes de relation h temperature ambiante, on bloque la 
rdaction par 0,1 ml de solution normale d'acide sulfurique (voir exemple 4 pour les details), 

Les plaques de rgf&ence non amplifies sont realisees de fa?on identique en 
omettant l'etape du polymfcre. Les rdsultats obtenus sont reportes dans le tableau 13 ci-dessous : 

TABLEAU 13 



tigene AFP 


detection 
immunologique 
classique 


conjugue 


conjugue 


(ng/ml) 




CJOG 


CJOH 


0 


50 


44 


48 


0,5 


60 


71 


101 


1 


70 


151 


215 


2,5 


90 


530 


828 


5 


130 


1600 


2500 


10 


220 


2500 


2500 


25 


550 


2500 


2500 


50 


880 


2500 


2500 



L'erreur de mesure est d'environ 10 %. 

Les valeurs obtenues correspondent aux unit6s de densite optique mesurees sur un 
AXIA MICROREADER (marque deposee BioMerieux). 

La valeur 2500 correspond h la saturation du lecteur de microplaques. 

Cet exemple montrc une augmentation trfcs forte de la sensibilitd avec Tempioi d'un 
conjugud oligonucleotide-AMVE comme intermediaire de detection. La concentration d'AFP 
pour laquelie le rapport signal/bruit de fond est sup6rieur k 2 est de 5 ng/ml pour la detection 
immunologique classique, de 0,5 ng/ml pour le conjugud CJOG et de 0,1 ng/ml pour CJOH* 
Comme dans Texemple 6 pour le copolymere N VPN AS, le gain en sensibilitd est am61ior6 en 
augmentant le ratio N nombre de moles d'oligonucldotide par mole de copolym&re. N est 6gal h 6 
pour CJOG et est 6gal h 14 pour CJOH. 
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EXEMPLE 9 : 

Detection d'un fragment d'acides nucieiques par protocole sandwich sur automate 
VIDAS en utilisant des oligonucleotides couples k des copolymferes en detection et en capture. 
Comparaison d'un protocole 1 etape et d'un protocole 2 etapes. 

Une P.C.R. est effectude puis denature tel que d6crit dans Fexemple 2. 
Le protocole suivant est effectud automatiquement sur Tautomate VIDAS (marque 
ddposte-commercialise par la soci6t6 BioMerieux SA-VTTEK). Les Stapes suivantes sont 
rdalis€es automatiquement. 

La reaction est conduite dans un support conique appeie SPR ("Solid Phase 
Receptacle"), support conique realist a partir d'un materiau vendu sous la denomination K 
resine, qui est un copolymers butadifcne-styrene, et commercialise par la soci6t6 BioMerieux- 
Vitek (USA). Les divers rtactifs sont disposes dans la barrette et les diffdrentes etapes se 
deroulent dans le 'SPR qui fait office de pipette. La reaction d'hybridation sandwich decrite dans 
le protocole ci-dessous se produit sur la paroi interne du cone. 

Sur la surface interne du SPR, est fixe passivement le conjugu6 oligonucleotide 
1978-copolym6re (CJOB, tableau 4). La concentration utilisee est de 0,15 nmole/ml 
^oligonucleotides dans un volume de 300 microlitres d'une solution de PBS 4x (phosphate de 
sodium 200 mM pH 7,0, NaCl 600 mM). Aprfcs une nuit k temp6rature ambiante ou deux heures 
k 37*C, les c6nes sont laves 2 fois par une solution de PBS Tween , puis s6ch6s sous vide. 

La barrette contient l'ensemble des reactifs necessaires k la detection, dans des puits 
independants, c'est k dire: 

puits 2 : 100 microlitres d'une solution k 0,015 nmoles/ml de conjugud CJOA (1844 
couple au copolymfcre NVPNAS) dans un tampon PEG (phosphate de sodium 150 mM, NaCl 
450 mM, pH 7,0 + ADN de sperme de saumon 0,14 mg/ml (Sigma D 9156) + 20 g/1 de PEG 
4000 (Merck 807490) + 6,5 g/1 de tween 20 (Biorad 170-6531)), 

puits 3 : 200 microlitres d'une solution k 0,045 nmoles/ml dans le tampon PEG de la 
sonde de detection oligonucleotide 1841-phosphatase alcaline. La sonde de detection est 
prepare comme d6crit dans WO 91/19812. 

puits 4 et 5 : 2 fois 600 microlitres de solution de lavage PBS Tween, 
puits 6 : 300 microlitres de substrat MUP (methyl-4 umbelliferyl phosphate) en 
solution dans un tampon diethanolamine 

Dans le premier puits (puits 1) de la barrette, est d6pos6 200 microlitres de la 
solution de cible (fragment PCR dilu6) dans un tampon PEG. Aprfcs incubation 45 minutes du 
cone par le melange, reconstitue dans le puits 2, de la cible (110 microlitres du puits 1), de la 
sonde de detection et du conjugue copolymere-oligonucieotide pour ramplification (110 
microlitres du puits 3), le cone est lave 2 fois par une solution de PBS Tween. 250 microlitres de 
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substrat sont aspires dans le c6ne pendant 15 minutes, puis relachds dans une cuvette de lecture. 
L'appareil mesuie le signal fluorescent exprimd en RFU (unites relatives de fluorescence) de la 
cuvette. 

En parallfele, un protocole identique mais avec 2 incubations separ6es est realisd. La 
premifere incubation de 45 minutes comprend le fragment PCR neutralis6 et Foligonucteotide 
1844 coupld & un polymfere NVPNAS. Apres lavage, la sonde de detection 1841-phosphatase 
alcaline est incubde 45 minutes. 

Les rdsultats sont reprdsentes dans le tableau 14. 

TABLEAU 14 



dilution du fragment PCR 2 ETAPES 1 ETAPE 

D'INCUBATION D'INCUBATION 

1/10 10060 8915 

1/100 2960 1575 

1/1 000 780 595 

1/10 000 470 495 

1/100 000 355 360 

0 348 338 



Les niveaux de detection sont exprimSs en RFU (unitds relatives de fluorescence). 
L'erreur de mesure est d'environ 10 %. 

Le bruit de fond de 1'essai est mesur6 en ne mettant pas de cible (essai 0). 

Cet exemple montre que la limite de ddtection est la meme dans les deux cas. n est 
done possible d'effectuer Famplification de signal par le copolymere de detection sans rallonger 
les temps de manipulation et sans augmenter le bruit de fond en utilisant un protocole en 1 6tape. 
Cet exemple montre aussi qu'il est possible d'adapter l'amplification de signal sur des systemes 
differents de la microplaque et notamment sur un autre type de phase solide puisque la K rdsine 
qui compose le cone SPR est differente de celle de la microplaque qui est en polystyrene. 
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IJSTEDBS SEQUENCE? 

SEQIDNOl: 

TCATCCACCT GGCATTGGAC TGCCATAACC ATGAGTG 

longueur : 37 

type : acide nucleique 

nombre de brins : simple 

configuration : lindaire 

source : synthese chimique 

caracteristique additionnelle : bras aikylamine k I'extrdmitd 5' 
nom d'usage : 1844 

SEQ ID N02 : 

TACTCACCAG TCACAGAAAA GC 

longueur : 22 

type : acide nucleique 

nombre de brins : simple 

configuration : iineaire 

source : synth&se chimique 

caracteristique additionnelle : bras aikylamine a Textrdmitd 5' 
nom d'usage : 1978 

SEQ ID N03 : 

GATGAGCTAT ATGAGAACGG TA 

longueur : 22 

type : acide nucleique 

nombre de brins : simple 

configuration : lin6aire 

source : synthese chimique 

caractdristique additionnelle : bras aikylamine a l'extremitd 5 f 
nom d'usage : 1854 
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SEQ ID NO 4 : 
CCCCGAAGCG TTTTC 
longueur : 15 
type : acidc nucl6ique 
nombre de brins : simple 
configuration : lineaire 
source : synthase chimique 
nom d'usage : TEM1 

SEQ ID NO 5: 
CGGTATGGTT TGCTGCT 
longueur : 17 
type : acide nucleique 
nombre de brins : simple 
configuration : lineaire 
source : synthase chimique 
nom d'usage : TEM2 

SEQ ID N06 : 

GTCCAATGCC AGGTGGATGA 

longueur : 20 

type : acide nucl&que 

nombre de brins : simple 

configuration : lineaire 

source : synthese chimique 

caract6ristique additionnelle : bras alkylamine a Textremitd 5* 
nom d'usage : 1841 

SEQ ID NO 7: 
TACCGTTCTC ATATAGC 
longueur : 17 
type : acide nucleique 
nombre de brins : simple 
configuration : lin6aire 
source : synthese chimique 

caracteristique additionnelle : bras alkylamine k Textremite 5' 
nom d'usage : 1614 
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SEQ ID NO 8 : 

TCATCCACCT GGCATTGGAC 

longueur : 20 

type : acide nucleique 

nombre de brins : simple 

configuration : lindaire 

source : synth&se chimique 

caractdristique additionnelle : bras alkylamine & rexti6mit6 5' 
nom dusage : 12 

SEQ ID NO 9 : 

AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 

longueur : 30 

type : acide nucl&que 

nombre de brins : simple 

configuration : lindaire 

source : synthese chimique 

nom dusage : 474 

SEQ ID NO 10 : 

TTTTTTTTI 1 TTTTTTTTTT GTCCAATGCC AGGTGGATGA. 

longueur : 40 

type : acide nucleique 

nombre de brins : simple 

configuration : lineaire 

source : synthese 'chimique 

nom d'usage : 469 

SEQ ID NO 11 : 

CGCTTTTTTG CACAACATGG GGGATCATG 

longueur : 29 

type : acide nucleique 

nombre de brins : simple 

configuration : lin6aire 

source : synthese chimique 

caiacteristique additionnelle : bras alkylamine a l'extremite 5 1 
nom dusage : 1843 
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REVENDICATICNS 



1. Necessaire pour la detection d'une sequence nucleotidique 
d'interit, avec am plific ation de signal, costprenant au moins vine sonde 
nucleotidique marquee avec un raceur, caracterise par le fait qu'il 
contient, ^ng des conteneurs apprupries, un r§actif ccatprenant 
essentiellement un copolyn&re h squelette lineaire portant des substituants 
lateraux, dont la chalne est constitute par un premier type de motifs 
repetitifs et par au moins un autre type de motifs repetitifs, dans lequel 
au mains une partie des motifs du premier type portent un substituant 
lateral catprenant me unite nucleotidique, un tel substituant lateral etant 
absent sur les autres types de motifs, chacune desdites unites 
nucieotidiques, toutes identiques, ocsrprenant, au moins, une sequence 
nucleotidique capable d 'hybridation avec ladite sequence d'interet et une 
sequence nucleotidique capable d' hybridation avec ladite sonde, 

ledit reactif contenant en moyenne plus de deux desdi t es 
unites nucieotidiques, en equivalents molaires, par mole de polym&re. 

2. Necessaire selon la revendication 1, caracterise par le 
fait que, dans une m§rae unite nucleotidique, lesdites sequences capables 
d' hybridation sont distinctes et non chevauchantes, et que ladite sequence 
nucleotidique capable d'hybriciation avec la sonde, est alors une sequence 
choisie arbitrairement. 

3. Necessaire selon la revendication 1, caracterise par le 
fait que, dans une mime unite nucleotidique, l'une des dites sequences 
capables d ' hybridation est incluse dans 1 'autre. 

4 . Necessaire selon la revendication 3 , caracterise par le 
fait que, dans une m&ne unite nucleotidique, lesdites sequences capables 
d'hybridation sont confondues, et la sonde contient alors une sequence qui 
est capable de s'hybrider avec la sequence caipiementaire de ladite sequence 
d'interet. 

5. Necessaire selon l'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise par le fait que ledit re act i f contient en moyenne 
de 3 & 100, et en particulier de 5 h 50 desdites unites nucieotidiques, en 
equivalents molaires par mole de copolym&ce. 

6. Necessaire selon l'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise par le fait que ledit copolym&re est un 
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bipolyn&re. 

7. N6cessaire selon l'une quelconque des revendications 
pr£c§dentes, caract£ris£ par le fait que ledit copolyn&re a un squelette 
lin£aire essentielleraent carbon§. 

8. N6cessaire selon l'une quelconque des revendications 
pr£c£dentes, caract£ris§ par le fait que lesdits motifs r§petitifs 
proviennent de la cx^lyir^risation d'un premier nonom£re insature avec an 
moins un autre xnoncsn&re insatur£. 

9. N£cessaire selon la revendication precedent e, caract6r±s§ 
par le fait que ledit premier monom^re insatur§ porte une f onction reactive 
enable de r6agir, soit direct ement, soit par l'interm£diaire d'un agent de 
collage bifonctionnel, avec un prScurseur de ladite unite nucl£otidique 
pour former ledit substituant lateral. 

10. N§cessaire selon la revendication prec£dente caract£ris6 
par le fait que ladite f onction reactive est choisie parmi les f onctions 
amine, imide, aldehyde, 6paxy, thiol, halog^noalkyle ou acide carboxylique, 
1' acide carboxylique <§tant 6veirtuellement active sous forme d'halog£nure 
d'acide, sous forme d' anhydride ou sous forme d'ester. 

11. Nfe essair e selon la revendication pr£c<§dente, caract£ris6 
par le fait que ledit preanier nencsnkre est un d£riv£ d'acide carboxylique 
insatur6. 

12. Necessaire selon la revendication precedente, caract£ris6 
par le fait que ledit acide est choisi parmi les acides acryligue, 
m§thacrylique et mal£ique. 

13. Necessaire selon la revendication 11 ou 12, caracteris£ 
par le fait que ledit d£r±v<§ est choisi parmi les anhydrides, les 
halog§nures d'acide et les esters. 

14. Necessaire selon l'une quelconque des revendications 8 £ 
13, caract6ris<§ par le fait que ledit autre monom&re est choisi parmi la 
N-vinyl pyrrolidone, le methylvinylether, 1 'ethylene, le propylene et le 
styr&ne. 

15. Precede de detection, avec amplification de signal, d'une 
sequence nucieotidique d'interSt susceptible d'etre imnabilisee sur un 
supp o rt solide, dans lequel on utilise une sonde nucieotidique de detection 
marquee avec un traceur, caracterise par le fait que l'on ajoute & un milieu 
Ijrjijrfo en contact avec ledit support solide, dans des conditions permettant 
1' hybridation : 
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- un rtactif tel que d€fini dans 1'une quelconque des 
revendications pr£c§dentes, 

- et la sonde de detection raarqu§e, 

puis on revfele selon les m§thodes usuelles la presence <§ventuelle ciu 
traceur imx>bilise sur le support solide. 

16. Precede selon la revindication pr§c§dente, caract6ris§ par 
le fait que 1'on ajoute le r§acti± et la sonde siittultan^ment, e'est-^-dire 
sans etape de lavage intezm§diaire. 

17. Utilisation d'un r^actif tel que d§fini dans l'une 
quelconque des revendications 1 & 14, ccatroe rSactif d'anplification de 
signal dans un proc<§d£ de detection d'une sequence nucl£otidique d'int&ret. 
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